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系インターニューロンへの分化機能について、NMDA 受容体拮抗薬 MK-801 および抗精
















した持続的な幹細胞の増殖と、海馬・SVZ 領域からの細胞の皮質への遊走と GABA 系ニ
ューロン分化が報告され、細胞供給の過程と神経新生機能変化が、病態機序に大きく関わ
っている可能性が考えられている。加えて、中枢神経系に豊富に存在し、未分化な状態の







細胞として NG2 陽性細胞に着目し、NG2 陽性細胞からの GABA 系インターニューロン
への分化機能について、NMDA 受容体拮抗薬 MK-801（統合失調症モデル）と、各種抗
精神病薬処置の影響を in vitro で比較検討し、併せてそれらで生じた細胞内変化の機序に




(1) NG2 陽性神経／グリア前駆細胞の培養： 
NG2 陽性神経／グリア前駆細胞は、生後 14 日から 30 日の wistar 系ラット脳より




の条件下で 7 日間培養し、神経幹細胞を選択的に増殖させた。また、2～3 日毎に FGF-2、
EGF、PEDF を培地に添加した。 
 
(2) NG2 陽性細胞からの神経／グリア細胞分化誘導と薬物の処置： 
NG2 陽性細胞の神経／グリア細胞への分化は、増殖させた neurosphere を分散後、
FGF-2、EGF、PEDF を除去した分化培地に懸濁し、コーティングディッシュに播種して








を併用処置した。DMSO 濃度は 0.4％以下（最終濃度）に調整した。 
(3) 細胞免疫染色、細胞数カウント法： 
細胞機能変化の各評価時点において、4%ホルムアルデヒドにて細胞の固定を行い、0.05% 
Triton-X 処置後、10% normal goat serum を添加し、Zennon labeling kit を使用し添付
のプロトコールに則り、各種の細胞フェノタイプ特異的マーカー蛋白に対する抗体と試
薬、ブロッキング液による複合体による免疫染色と、さらに DAPI 染色も含めた三重免疫
染色を行った。NG2 抗体、および Nestin 抗体に標識される NG2 陽性の神経／グリア前
駆細胞の分化能を観察する目的で、神経細胞のマーカー蛋白として Tuj-1、オリゴデンド
ロサイトは Olig2、また、GABA 系神経細胞のマーカー蛋白として GAD67、GABA 系イ






HSP90 の発現変化について、Western blot 法による解析を行った。各処置が終了した
細胞群を lysis buffer にて溶解、回収した。蛋白定量を行い、各サンプルの含有蛋白質の
濃度を一定に揃えた後、SDS sample buffer と混合し 95℃・5 分インキュベートした。各
サンプルを 10%トリスグリシンゲルにて電気泳動後、PVDF 膜に転写。ブロッキング後、
抗 HSP90 抗体を一次抗体として反応させた後、HRP 標識二次抗体と反応させた。免疫反
応の検出には ECL-plus システムを用いた。 
 
【研究成績】 
(1) 成体 SVZ 由来 NG2 陽性細胞の分化誘導： 
Neurosphere 法による 7 日間の神経／グリア前駆細胞の培養・増殖後、BDNF（20 
ng/ml）を加えた分化培養条件下で 3 日間分化誘導をかけると、Nestin／NG2 陽性細胞は、
約 60％が Olig2 陽性のオリゴデンドロサイトに、40％が GAD67 陽性、並びに PV 陽性ニ
ューロンへ分化することが観察された。 
(2) NG2 陽性細胞からのグリア／ニューロン分化に対する MK-801 の影響： 
NG2陽性細胞からOlig2陽性のオリゴデンドロサイトへの分化能は、MK-801（1、10 μM）
の処置によって影響を受けなかった（処置群および非処置群のいずれにおいても陽性細胞
数は約 60%）一方、対照的に、Tuj-1 陽性神経細胞、GAD67 陽性 GABA 系神経細胞、PV








(4) GABA 系インターニューロン新生に及ぼす抗精神病薬の影響： 





(5) 抗精神病薬による GABA 系神経分化改善効果の分子メカニズム解析： 
 抗精神病薬による NG2 陽性細胞の GABA 系神経細胞分化増強効果の細胞内分子メカニ
ズムとして、細胞分化や細胞の軸索伸長への大きな役割が知られるシャペロン分子 heat 
shock protein 90（HSP90）の発現変動に着目した。NG2 陽性細胞から分化誘導培養後の、
各処置群における HSP90 の活性の変動を Western blot 法を用いて解析した。分化誘導後




用を示した。次に、抗精神病薬による GABA 系インターニューロン新生回復効果が HSP90
分子の機能変化を介したものであるかどうかについて、HSP90 の阻害剤である 17AAG を
用いて検討した。その結果、単独では効果を示さない濃度の 17AAG の併用処置によって、
オランザピン、アリピプラゾール、ブロナンセリンによる MK-801 分化抑制の回復効果が















れているが、一方で、海馬や SVZ 領域の NG2 陽性細胞が、GABA 系のインターニューロ
ンに分化し、線条体や大脳皮質へ移動して、機能的な細胞として活動していることが示さ




MK-801 の処置によって、NG2 陽性の神経／グリア前駆細胞の GABA 系神経細胞への分
化、特に、PV 陽性の GABA 系インターニューロンへの分化が抑制されることが明らかと
なった。統合失調症の脳病態研究においては、GABA 系神経細胞の機能障害、特に、PV
陽性の GABA 系インターニューロンの特異的な脱落が死後脳等で確認されている。また、
PV 陽性の GABA 系インターニューロンは、fast spiking neuron としてオシレーションを
介して-band power の産生に関与し、脳神経回路活動のハーモナイゼーションに寄与して


















性変化に着目し解析を加えた。分化条件下の NG2 陽性細胞に MK-801 を処置することに
よって、細胞内の HSP90 の発現減弱が認められた。一方、この際、非定型抗精神病薬オ
ランザピン、アリピプラゾール、およびブロナンセリンを、それぞれ併用処置することに





す NG2 陽性細胞の神経分化機能変化における HSP90 シグナル伝達系の役割については、
さらに詳細な検討が必要であるものと思われた。 





に 5-HT1A 受容体が関与していると考えられている。 
オランザピンは多数の受容体に作用する薬剤で、PC12 細胞の NGF 誘導による神経分
化を促進し、MK801 障害に対する神経保護作用を有し、それが、Akt および ERK シグナ
ル伝達経路を介して行われるとの報告があり、同様の細胞内シグナル伝達メカニズムがオ
ランザピンによる本実験系での効果に関与している可能性が推察される。 
ブロナンセリンは、主に D2 受容体と 5-HT2A 受容体に作用する薬剤で、錐体外路症状
の出現率が低く、前頭葉での FOS 発現増強の確認や、D3 アンタゴニストとして作用する
ことで皮質のトパミンとアセチルコリンを増加させ認知機能改善させること等が報告さ
れている。また、D3 受容体を刺激することで、ラット SVZ 領域で神経新生が増加すると
の報告もあり、今後ブロナンセリンの効果に D3 アンタゴニストがどのように影響するか
等を明らかにしたいと思っている。 


















1) 統合失調症の in vitro 障害モデルを用いた検討で、非定型抗精神病薬のオランザピン、
アリピプラゾール、およびブロナンセリンの処置が、成体脳 SVZ 領域由来 NG2 陽性
神経／グリア前駆細胞のGABA系インターニューロンへの新生を促進させることが示
された。 
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本研究は、統合失調症の in vitro 障害モデルにおいて、神経幹細胞の GABA 系イ
ンターニューロンへの分化に関する異常を明らかにするとともに、細胞分化におけ
る定型/非定型抗精神病薬の関与を明らかにする目的で行った。統合失調症の in 
vitro 障害モデルでは、成体脳 SVZ 領域由来 NG2 陽性神経/グリア前駆細胞の GABA
系インターニューロンへの分化能が減弱し、非定型抗精神病薬は、その分化能を回
復させ、その機序として HSP90 発現増加の関与が示された。本研究は、非定型抗
精神病薬が成体脳内の GABA 系インターニューロンの機能増強を介して、統合失調
症の認知機能障害に治療効果を発現している可能性を明らかにしたもので、HSP90
をターゲットとした抗精神病薬の創薬や、神経幹細胞を利用した統合失調症の細胞
治療の開発につながる研究であり、学位に値するという審査員全員の評価を頂い
た。 
 
 
